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HE: [EÉ] KA Nilaparvata lugens 中 肠 内 膜 相 结 合 的 短 肽 , 探索 能 阻 断 褐 飞 避 传播 水 稻 病毒 的 新 方 
法 。【 方 法 】 通 过 改良 的 膜 饲 喂 法 和 鸣 菌 体 得 肽 文库 展示 技术 , 模拟 褐飞虱 正常 取 食 的 行为 , 第 选 能 够 与 其 中 肠 内 
膜 结 合 的 短 肽 。 将 租 选 到 的 短 肽 与 加 强 绿色 菊 光 重 白 进行 融合 表达 , 经 纯化 后 , 将 融合 和 蛋 日 饲 喂 给 福 飞 乱 符 虫 ， 
通过 荧光 显微镜 观察 饲 喂 后 若虫 的 中 肠 。【 结 果 】 使 用 改良 的 膜 饲 喂 法 ,16 h 后 褐飞虱 若虫 的 取 食 率 达 到 91% ， 
24 h 后 达到 95% 。 经 形态 学 验证 , 确定 了 一 种 得 肽 与 褐 飞 乔 中 肠 内 膜 具 有 结合 活性 , 并 将 其 命名 为 PS。 【结论 】 
改良 了 针对 神 飞 虱 的 膜 饲 喂 法 ,入选 并 验证 了 能 够 与 褐飞虱 中 肠 内 膜 结合 的 活性 短 肽 P2S。 人 研究 结果 为 阻 断 相关 
的 水 称病 毒 与 褐飞虱 中 肠 内 膜 间 的 相互 作用 研究 提供 了 科学 依据 , 也 为 宰 飞 乱 新 型 膜 穿孔 毒素 和 蛋 日 的 研究 提供 了 
理论 基础 。 
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Screening of a peptide P2S binding to the midgut inner membrane in the 


rice brown planthopper, Nilaparvata lugens ( Hemiptera; Delphacidae ) 
SHAO En-Si, LIN Li-Jin, GUAN Xiong'" ( Key Laboratory of Bio-pesticide and Chemical Biology, 
Ministry of Education, Fujian Agriculture and Forestry University, Fuzhou 350002, China) 

Abstract. [ Aim] To screen peptides which may bind to the midgut inner membrane in the rice brown 
planthopper, Nilaparvata lugens , so as to explore the new methods for blocking N. lugens to transmit rice 
viruses. [Methods] Trophic behavior of nymphs of the rice brown planthopper was imitated with improved 
membrane feeding method. Through the use of this feeding method, the phage peptide library solution 
was fed to planthopper nymphs to screen peptides which may bind to the midgut inner membrane. Then, 
the fusion expression of peptide and enhanced green fluorescent protein was conducted, and the purified 
fusion protein was fed to nymphs of the planthopper. To confirm the binding activity of screened peptide, 
the green fluorescence of fusion protein in the midgut of the nymphs was observed under the fluorescence 
microscope. [Results] The feeding rates of nymphs of the planthopper detected by improved membrane 
feeding method at 16 h and 24 h after treatment reached 9196 and 95% , respectively. By observing the 
green fluorescence from planthopper gut, one peptide, named P2S, was determined as the planthopper 
gut inner membrane binding peptide. [ Conclusion] Membrane feeding method was well improved for the 
rice brown planthopper. A peptide P2S which may bind to the midgut inner membrane of the planthopper 
was effectively screened and its binding activity was confirmed. The results will provide a possibility of 
blocking interaction between rice viruses and the midgut inner membrane of the rice brown planthopper. 
Furthermore, the peptide P2S may be used for further study of the membrane insertion toxins binding to 
proper receptors in the midgut of the rice brown planthopper. 
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我 国 是 世界 上 最 大 的 水 稻 生 产 国 , 年 产量 占 世 Am, 繁多 的 病虫害 严重 影响 我 国 的 水 称 生 产 , 其 
界 总 量 的 32% ~35% (Maclean and Dawe，2002 ) 。 H KA Nilaparvata lugens (Stål) 是 影响 极为 严重 
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HHFH SER. Mg KRAE KREA ARTE. XE 
飞 性 、 隐 蔽 性 及 毁灭 性 的 水 称 害 虫 , 其 主要 依靠 从 
水 稻 韦 皮 部 刺 吸 汁液 取 食 从 而 形成 危害 ,影响 水 稻 
产量 (Sogawa, 1982; Kanaoka et al., 1996) , SE 3| fis; 
害 的 水 稳 叶 片 干 枯 , Ar BET E UJ ESTA (Bae and 
Pathak , 1970) 。 有 数据 显示 , H 1980 年 以 来 , 每 年 
^H x 50% 的 水 稳 田 受到 褐飞虱 的 危害 , 造成 的 一 般 
性 损失 达 10% ~ 20% , 严重 时 达到 4096 ~ 60% (FE 
BES, 2003). ER T ARIRIH ARR H SCR] 
水 稻 造 成 的 直接 伤害 , Mg KAL 5 HC EROR C 
口角 半 翅 目 害 虫 一 样 能 够 作为 许多 水 称病 毒 病 的 载 
体 传 播 水 称病 毒 ， 从 而 对 水 稳产 生 严 重 的 间接 伤害 
( Brown and Bird, 1992) 。 有 人 研究 显示 , 4 KABEI 
传播 包括 水 稻草 矮 病 毒 (rice grassy stunt virus, 
RGSV ) 及 水 稳 齿 叶 矮 缩 病 毒 (rice ragged stunt virus, 
RRSV ) 在 内 的 多 种 水 称病 毒 。 这 些 病毒 病 均 可 通 
过 神 飞 蛋 传 播 ,对 水 稳 生 产 造成 极其 严重 的 危害 
( Hogenhout et al., 2008 ) 。 

植物 病毒 与 媒介 昆虫 在 分 子 层 面 的 关系 往往 与 
植物 病毒 依 徘 媒 介 昆 虫 进行 传播 姑息 相关 ,而 病毒 
颗粒 与 媒介 昆虫 中 肠 内 受 体 的 结合 是 最 为 关键 的 一 
步 。 以 RRSV 为 例 , 该 病毒 首先 与 褐飞虱 中 肠 上 反 
细胞 上 的 受 体 结合 , 而 后 穿 过 中 肠 及 后 肠 的 脏 肌 组 
ZR, 最 后 进入 唾 腺 (Jia et al., 2012)。 此 外 ，Liu 等 
(2010) 利用 能 够 与 器 豆 蚜 Acyrthosiphon pisum "B f 
内 膜 结合 的 短 肽 GBP3. 1 成 功 阻止 了 黄 矮 病毒 
( luteovirus ) 与 怠 豆 蚜 中 肠 的 结合 。 因 此 , 第 选 能 够 
与 宰 飞 乔 中 肠 内 膜 结 合 的 短 肽 能 够 为 阻止 RRSV 等 
水 称病 毒 通 过 褐飞虱 进行 传播 提供 帮助 。 

另 一 方面 ,许多 膜 穿 孔 毒 素 的 受 体 蛋白 都 存在 
于 靶 标 昆虫 的 中 肠 内 。 例 如 苏 云 金 杆菌 (Bacillus 
thurigiensis, Bt) Cry 毒素 和 蛋白 5- 内 毒素 (65- 
endotoxins), Cyt 毒素 和 蛋白 (cytolysins) 、 营 养 期 杀 虫 
E H ( vegetative insecticidal proteins, VIPs) 等 都 需要 
先 与 靶 标 昆虫 中 肠 内 的 一 种 或 多 种 受 体 蛋白 结合 后 
才能 够 形成 膜 穿 孔 作 用 , 最 后 杀 死 害虫 (Knight er 
al., 1994; Vadlamudi et al., 1995; Lee et al., 2003; 
Jurat-Fuentes and Adang, 2004; Jurat-Fuentes and 
Adang, 2006; Bravo et al., 2007; Pigott and Ellar, 
2007 ; Gómez et al., 2007, 2012; Lu et al., 2012), 
然而 ,， 上述 膜 穿孔 毒素 和 蛋 日 防治 褐飞虱 等 半 这 日 害 
虫 的 报道 尚 少见 。 有 人 研究 显示 , 转 Bt ery 基因 水 稳 
对 福 飞 虱 的 存活 率 、 种 群 数量 及 繁殖 能 力 没有 显著 
影响 ( Chen et al., 2007; Wang et al., 2010; Han et 


al., 2011; Xia et al., 2011) 。 此 外 还 有 研究 报道 ， 
Bt Cry ERRE (APRA RIKI HO Ar A 
目 昆 虫 ) 具 有 较 弱 的 毒性 作用 , 如 Cry2，Cry3A 及 
Cry4 在 极 高 的 剂量 下 才能 对 马铃薯 长 管 蚜 
Macrosiphum euphorbiae 产生 较 低 的 毒性 作用 
( Walters et al., 1994; Walters and English, 1995), 
Porcar 等 (2009 ) 发 现 以 125 — 500 ug/mL 的 Cry3A， 
Cry4Aa 及 CryllAa F R E H 27 291] 3] I P x2. 3E. A. 
pisum 后 , 才 产 生 较 低 的 毒性 作用 。Li 等 (2011) 及 
我 们 未 发 表 的 实验 结果 均 显示 半 翅 目 蚜 忠和 褐 飞 二 
之 所 以 对 Cry 毒素 不 敏感 ,主要 是 由 于 Cry 毒素 无 
法 正确 识别 此 类 害 忠 肠 道 内 的 受 体 和 蛋白 所 致 。 同 
时 , 对 豌豆 蚜 的 转录 组 分 析 发 现 其 中 肠 内 同样 具有 
极 高 丰 度 的 APN 与 ALP 受 体 蛋白 (Lu et al., 
2012) , 因此 , 设法 定 问 改造 Cry SES EF TUBE 98 E 
A, ERRERA XIEU SPI TISE PRAE, 
是 研究 防治 褐 飞 乱 等 刺 吸 式 口 项 半 翅 目 害虫 毒素 重 
日 的 可 行 途径 。 

哈 菌 体 展示 技术 (phage display ) 是 一 种 能 够 将 
哈 菌 体 和 蛋白 基因 与 外 源 肽 或 蛋白 DNA. 序列 进行 融 
ARS, 并 呈现 在 哈 菌 体 表面 的 技术 。 该 技术 可 用 
Td xe SEES EA BK] ( Azzazy and 
Highsmith , 2002; Mullen et al., 2006) 。 本 研究 结合 
I E V 8. X OC A JEE ZI DCN RM p] eds, RIA VOR 
正常 的 刺 吸取 食 方式 , AER SC PE T BUR Aa TS K 
RAER, 从 而 筛选 出 能 够 与 福 飞 乱 中 肠 内 膜 结合 的 
短 肽 ; 而 后 利用 加 强 绿色 奖 光 蛋 日 (enhanced green 
fluorescent protein, EGFP) 作为 标签 ， 对 短 肽 与 宰 飞 
心中 肠 内 膜 的 结合 活性 进行 了 形态 学 的 验证 , 证 明 
MAEA By Kk P2S 能 够 与 褐 飞 避 中 肠 内 膜 结合 。 
本 人 研究 筛选 到 的 结合 短 肽 P2S 能 够 为 阻止 以 宰 飞 
虱 为 载体 的 水 称病 毒 传播 提供 帮助 。 此 外 ,由 于 短 
肽 P2S 可 能 识别 某 些 褐 飞 蛋 中 肠 内 潜在 的 膜 穿 筷 
毒素 受 体 蛋白 , 因此 , 该 短 肽 可 为 定 癌 改造 对 褐 飞 
乱 具 有 毒性 作用 的 新 型 膜 穿孔 毒素 打下 基础 。 


1 材料 与 方法 


1.1 供 试 昆 虫 

WS KELN. lugens 卵 期 、 和 奉 虫 期 及 成 虫 期 均 以 
水 称 苗 饲养 于 塑料 组 织 培养 饶 中 ， 置 于 气候 培养 箱 
内 。 人 饲养 条 件 为 : 温度 28 +1% ， 相 对 湿度 80% + 
496 , 光照 时 间 14 ~ 16 h, 
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1.2 Bii EB bk E SERO 

AJ FER Escherichia coli BL21( DE3) 及 egfp 质 
粒 DNA 为 本 实验 室 保存 ，pET32a 表达 载体 购 于 
Novagen, BAM Taq Plus DNA RSM A E% 
生 工 生物 工程 技术 服务 有 限 公 司 , 限制 性 内 切 酶 、 
T, DNA 连接 酶 购 目 上 海宝 生生 物 技 术 服 务 有 限 公 
司 (TaKaRa) DNA 回收 试剂 盒 购 于 BIOMIGA, Ni 
Sepharose 6 Fast Flow 组 氨 酸 纯化 填料 购 于 GE 
Healthcare 。 
1.3 褐 飞 履 在 腊 饲 喂 法 下 的 取 食 率 调查 

参照 已 报道 的 文献 (Chay et al., 1996 ) 对 膜 饲 
M EYE 8A BET Cao m,. DUE s] 
IREX WoEUr)n]frTE. HUC—525 mLJ H 388 — 
fpi. 底部 打开 一 个 直径 1 em 的 透气 孔 并 用 纱布 
43 , 瓶 身 用 潮湿 黑色 棉布 包 囊 用 于 避 光 及 保湿 。 
取 20 3:3 ~4 RA KRERET IPF, 开口 用 充分 
拉 伸 的 晴 质 封口 膜 (parafilm ) ARJA , 在 膜 上 滴 加 
30 uL 混 有 0. 1% 砚 全 红 染 料 (w/w) 及 25% RE 
(w/v) HJ PBS 缓冲 液 (pH 7.0) 后 , 再 以 一 层 晴 质 封 
HERE. —fü BOT 28C ,相对 温度 80% WA 
候 培 养 箱 中 。 瓶 内 褐飞虱 耕 虫 能 够 上 自然 地 用 其 口 针 
穿 过 内 层 膜 取 食 两 层 膜 之 间 的 溶液 。 试 验 按时 间 梯 
度 共 分 4 组 , 每 组 5 次 重复 。 分 别 在 1, 8, 16 和 24 
h 后 测定 取 食 率 ，, 达到 人 饲 咀 时 间 后 将 管内 在 虫 取 
出 , 在 解剖 镜 下 观察 忠 体 并 解剖 分 离 消 化 道 , 确定 
取 食 与 否 , 统计 取 食 数量 , 通过 Excel 2007 分 析 取 
食 率 趋势 。 
1.4 褐飞虱 中 肠 内 膜 结合 短 肽 序列 的 筛选 

RII FEL ESL Rd RA OC EE DCN rti e Be eL K 
3i UPS PL HE ARFI] SFR ERES ROC 
库 为 含有 7 个 随机 氨基 酸 序 列 的 M13 I PS PIG EN 
文库 Phage Library C7C ( New England BioLabs, 
NEB) 。 该 文库 能 够 将 人 工 改造 的 随机 七 肽 展示 在 
鸣 菌 体 衣 壳 表 面 并 在 随机 短 肽 的 两 端 分 别 添加 一 个 
半 胱 氨 酸 ,以 促进 短 肽 成 环 。 应 用 哈 菌 体 短 肽 文库 
的 前 期 准备 工作 包括 唉 基体 短 肽 文库 滴 度 测定 、 宿 
主 细菌 ER2738 的 培养 等 参照 C-7-C Phage Display 
Library Kit 说 明 书 进行 。 

Hua 25% REPRE] PBS 缓冲 液 (pH 7.0) 将 
10 kL 哈 菌 体 短 肽 文库 溶液 ( 滴 度 大 于 10”) 稀 释 10 
倍 后 分 为 3 等 份 , 分 别 通过 膜 饲 喂 法 在 室温 下 饲 喂 
给 3 组 褐 飞 蛋 3 ~4 龄 在 虫 (每 组 20 K)o fm 16 h 
后 ,解剖 受 试 耕 虫 , 取 其 肠 道 组 织 重 悬 于 含有 1% 
BSA (w/v) BJ 100 uL PBS (100 mmol/L, pH 7.0) 


中 。 将 获得 的 中 肠 组 织 用 玻璃 匀 浆 冀 捣 雄 后 1 000 
g 4C Bi 1 min。 取 上 清 至 洁净 的 离心 管 中 ( 该 上 
清 售 有 未 结合 的 只 落体 ), 沉 泻 物 用 500 pL 含 1% 
BSA 的 PBS 重 悬 以 清洗 未 结合 的 噬菌体 。 重 巷 后 
的 组 织 再 次 离心 , 重复 清洗 2 K, 以 彻底 除去 未 结 
合 噬菌体 。 在 清洗 后 的 沉淀 中 加 入 150 pL vti 
冲 液 (50 mmol/L glycine-HCL，pH 2. 2, 1 mg/mL 
BSA) 并 在 室温 下 慢 摇 培育 8 min 以 洗 脱 与 祝 飞 二 
中 肠 内 膜 组 织 结合 的 哈 菌 体 。 经 1 000 g 4C EIAS 5 
min 后 ， 上 清 转 入 洁净 的 1.5 mL 离心 管 中 , 加 入 8 
uL 2 mol/L Tris-HCl (pH 9.1) 中 和 溶液 。 取 20 uL 
洗 脱 的 结合 只 菌 体 溶 液 用 于 滴 度 测定 ， 以 确定 淘 洗 
后 的 唉 苗 体 数量 。 剩 余 约 130 uL 结合 哈 菌 体 被 加 
入 到 准备 好 的 宿主 阔 ER2738 培养 基 中 进行 扩 增 。 
在 效 价 测定 合格 后 ( 效 价 大 于 107) 扩 增 的 鸣 菌 体 
将 被 再 次 以 相同 的 方法 饲 咀 给 60 头 神 飞 乱 3 ~4 it 
右 虫 (分 3 瓶 , XR 20 头 ) ,进行 第 2 次 生物 淘 洗 。 
重复 上 述 生 物 淘 洗 步骤 3 轮 后 , 将 洗 脱 的 噬菌体 平 
铺 在 LB/IPTG/X-gal 四 环 素 (20 pg/mL) 抗 性 平板 
上 培养 16 h。 挑 取 30 个 噬 菌 斑 分 别 培养 扩 增 后 ， 
参照 C-7-C Phage Display Library Kit ji BH -E p I psi 
体 单 链 DNA 提取 及 纯化 步骤 提取 每 个 噬菌体 的 单 
链 DNA。 利 用 噬菌体 测序 引物 (5-7 
CCCTCATAGTTAGCGTAACG-3') 对 30 个 噬菌体 单 
链 DNA 进行 测序 ,从 而 筛选 插入 在 唆 菌 体内 能 够 
与 褐飞虱 中 肠 内 膜 结合 的 短 肽 序列 。 同 时 ,从 第 一 
轮 清洗 出 的 未 结合 吹 菌 体 中 筛选 出 一 株 进 行 扩 增 测 
序 , 作为 不 能 结合 短 肽 的 阴性 对 照 。 
1.5 p2s/unbp-egfp 融合 基因 表达 载体 的 构建 

为 了 证 明 短 肽 与 褐 飞 乱 中 肠 内 膜 的 结合 活性 ， 
采用 增强 绿色 奖 光 有 重 日 作为 定位 标记 。 为 了 构建 
p2s/unbp-egfp 融合 基因 , 根据 已 有 的 egfp 基因 序列 
及 通过 测序 获得 的 结合 短 肽 P2S、 不 结合 短 肽 
UNBP 的 核 音 酸 序 列 设计 5 条 PCR 引物 ( 表 1)。 引 
物 P2S-EcoR I Jy iE I8] 5] H, 包含 短 肽 P2S 的 部 分 
核 苷 酸 序列 及 酶 切 位 点 EcoR I 4. 5| 4g FP2S-EGFP 
为 正 问 引物 , 包含 短 肽 P2S 的 全 部 核 车 酸 序列 及 
egfp 基因 5" 端 部 分 序列 。 上 述 两 条 引物 主要 用 于 
p2s-egfp 融合 基因 的 制备 。 引 物 UNBP-EcoR I WIE 
回 引物 , 包含 短 肽 UNBP 的 部 分 核 苷 酸 序列 及 酶 切 
位 点 EcoR 工 。 引 物 FUNBP-EGFP 为 正 问 引物 , 包 
含 短 肽 UNBP 的 全 部 核 车 酸 序列 及 egfp 基因 5 ub 
分 序列 。 上 述 两 条 引物 主要 用 于 unbp-egfp 融合 基 
因 的 制备 。 反 向 引物 均 为 EGFP-Xho I o PCR 反应 
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采用 高 保 真 pfu DNA 聚合 酶 (Fermentas ) 。PCR 反 
应 体系 为 25 pmol P2S/UNBP-EcoR Į, 1 pmol 
FP2S/FUNBP-EGFP, 25 pmol EGFP-Xho [ 及 5 U 高 
IRE pfu DNA 聚合 酶 , 总 体积 50 uL, PCR 反应 条 
件 为 : 95*C 2 min; 95%C 30 s, 56€ 30 s, 72€ 2 
min, 5 个 循环 ; 95C 30 s, 58C 30 s, 72C 2 min, 
30 个 循环 ; 72%C 10 min。 获 得 的 PCR 产物 分 别 于 
1% 琢 脂 糖 凝 胶 电 泳 中 检测 。 

PCR 扩 增 获得 的 p2s-egfp 与 unbp-egfp 融合 基因 
分 别 经 EcoR I 及 Xho | 末端 酶 切 处 理 后 利用 T4 
DNA 连接 酶 (TaKaRa) 插 入 同样 被 EcoR I 及 Xho I 
双 酶 切线 性 化 处 理 的 载体 pET32a 质粒 中 。 连 接 体 
系 为 0.5 uL T4 DNA 连接 酶 , 5 uL T4 DNA 连接 组 
冲 液 , 4 uL p2s/unbp-egfp, 1 uL pET32a 质粒 ,4 
连接 过 夜 。 连 接 产 物 转化 人 大 肠 杆 菌 BL21 ( DE3) 
中 , 并 通过 氨 斑 抗 性 平板 第 选 阳 性 元 隆 。 应 用 
EcoR I X Xho 1 双 酶 切 对 阳性 元 隆 质粒 进行 验证 。 
p2s-egfp-32a 及 unbp-egfp-32a 质粒 分 别 由 上 海宝 生 
生物 技术 有 限 公司 (TaKaRa 公司 ) 测 序 ， 以 确定 短 
肽 P2S 或 UNBP 核 车 酸 成 功 连 于 egfp 基因 5 7 端 。 

X1 p2s/unbp-egfp 融合 基因 制备 引物 

Table 1 Primers for preparation of p2s/unbp-egfp fusion gene 


引物 Primers 1% BJ Nucleotide sequences (5' -3") 
P2S-EcoR I CCGGAATTCtgtttgatgtegteg 
FP2S-EGFP  tgtttgatgtcgtcgcaggcggcgtecCATGACTAAAGGAGAAGAA 


UNBP-EcoR [ CCGGA ATTCtgtattcaacccaac 





FUNBP-EGFP  tgtattcaacccaacctcaatcattgc ATGAGTAAAGGAGAAGAA 
EGFP-Xho I 
引物 序列 中 EcoR I 及 Xho 工 酶 切 位 点 都 以 下 划 线 标 出 , 短 肽 P2S 及 
UNBP 核 苷 酸 序列 以 小 写字 母 标 出 。The enzyme sites of EcoR | and 


Xho | are underlined, and the lowercase bases indicate the nucleotide 


sequence of P2S or UNBP. 


CCGCTCGAGTTATTTGTATAGTTCATCCAT 





1.6 P2S-EGFP 融合 蛋白 的 表达 及 纯化 

将 获得 的 p2s-egfp-32a., unbp-egfp-32a MV. v E t 
行 原核 诱导 表达 。 挑 取 p2s-egfp-32a 单元 隆 , BEA 
终 浓度 为 50 pg/mL A KARRA 50 mL LB 培养 基 
中 ,37%C 200 r/min 过 夜 活化 。 按 190 转 接 和 含有 
终 浓度 为 50 pg/mL ji 228 HJ 100 mL LB 培养 
基 中 , 经 37% 200 r/min 培养 至 对 数 前 期 (ODum = 
0.5) b, BEA ZAR YK BE 7g 0. 8 mmol/L 的 IPTG, 在 
26% 150 r/min 16 h 以 诱导 目的 蛋白 表达 。 

诱导 后 的 培养 液 在 10 000 g 4%C 离心 1 min, 收 
RAE, 沉淀 经 His 标签 蛋白 纯化 结合 缓冲 液 (20 
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mmol/L NasPO,, 0. 5 mol/L NaCl, 20 mmol/L 
imidazole, pH 7.4) 181/63 W, 用 10 mL His PRAE 
日 纯化 结合 缓冲 液 重 悬 ,超声波 (60 kHz) BERE 5 
min, 4C 14 000 g 离心 , BC ETSRITRARE , 利用 His 
标签 蛋 日 纯化 填料 (Ni sepharose 6 Fast Flow, GE 
Healthcare) , 根据 说 明 书 进行 批量 纯化 , 最 后 用 His 
标签 重 日 纯化 洗 脱 缓冲 液 (20 mmol/L Na; PO, , 0.5 
mol/L NaCl, 500 mmol/L imidazole, pH 7. 4) ii, 
获得 纯化 的 P2S-EGFP 目的 蛋白 。UNBP-EGFP 纯 
化 蛋白 采用 相同 的 方法 进行 制备 。 纯 化 后 的 PZS- 
EGFP 及 UNBP-EGFP nJ T&4E E42] 8| 12% SDS- 
PAGE 上 检测 后 , 利用 Bradford 试剂 盒 ( Biomiga ) W 
定 重 日 浓度 并 于 -70% 保存 备用 。 
1.7 短 肽 与 褐飞虱 中 肠 内 膜 结 合 活性 验证 
MEIRE KAPA NIRA ERIS 
证 采用 形态 学 方法 。 取 10 uL P2S-EGFP HAEA 
(1 mg/mL) Hii 2596 REPRE PBS 缓冲 液 (pH 7.0) 
稀释 至 100 uL, 通过 膜 饲 咀 法 喂食 20 k4 KA 
3 ~4 龄 右 虫 16 ho ABIE, 分 离 中 肠 , KIGE 
微 错 (Olympus IX71) 下 观察 是 否 有 明显 的 绿色 菊 光 
反应 。 同 时 , 取 相 同 浓度 的 UNBP-EGFP 及 含 25% 
蔗糖 的 PBS 绥 冲 液 分 别 通过 改良 后 的 膜 饲 喂 法 饲 
RZA 20 A VO8L3 ~4 BEAR, 解剖 虫 体 ,分 离 中 
肠 , 在 荧光 显微镜 下 观察 绿色 荧光 反应 , 作为 阴性 
对 照 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 用 改良 膜 饲 喂 法 将 含 苋菜 红 染 料及 蔗糖 的 
PBS 缓冲 液 饲 喂 褐 飞 虱 后 的 取 食 率 

用 含 0.1% WRR ww) 及 2596 RENE (w/ 
v) 的 PBS 缓冲 液 (pH 7. 0) p EJ fs] S Hg Cog He 
呈现 红色 , 解剖 后 肠 道 内 含有 红色 内 容 物 (图 1: 
A, B), 而 未 取 食 的 称 飞 虱 虫 体 无 红色 , 解剖 后 中 
肠 呈 白色 透明 状 ( 图 1: C, D)。 取 食 率 计算 结 
(图 2) 表 明 , WIR 1 h Je S Ut HOP BUR E 
297 2696 , Tu] 8 h JerZ Jy 5696 , 饲 咀 16 h 后 约 为 
91% , Js] 24 h 后 约 为 95% , 
2.2 i ps Ue ka RA SC E n e BE S -5 48 C VEHI AJ BS 
结合 的 短 肽 序列 

将 吹 菌 体 短 肽 文库 溶液 通过 膜 饲 喂 法 喂食 神 飞 
乱 3~4 龄 在 虫 。 经 过 3 轮 生物 淘 洗 后 , TH 30 个 
ADEA I, 并 测定 哈 菌 体 单 链 DNA 序列 , 获 
得 奉 干 能 够 与 褐飞虱 中 肠 内 膜 结 合 的 短 肽 序列 。 其 
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图 1 通过 改良 后 的 膜 饲 喂 法 取 食 合 苋菜 红 染 料及 其 糖 的 PBS 缓冲 液 后 的 褐 飞 乱 若 虫 虫 体 与 肠 道 组 织 的 灾 光 显 微 观察 
Fig. 1 Observation on body and gut tissues of Nilaparvata lugens nymphs fed with PBS buffer containing amaranth and sucrose 


by improved membrane feeding method under fluorescence microscope 
利用 膜 饲 喂 法 将 混 有 0. 196 苋菜 红 染 料及 25% 蔗糖 的 PBS 缓冲 液 饲 喂 褐飞虱 知 虫 16 h 后 , 成 功 取 食 的 若虫 忠 体 呈 红色 , 解剖 后 的 肠 道内 含 
有 红色 溶液 。 未 取 食 的 若虫 虫 体 及 肠 道 均 未 呈 红 色 。PBS buffer containing 0. 1% amaranth and 25% sucrose was fed to N. lugens nymphs for 16 h 
by membrane feeding. The body of the fed nymphs was red, while that of the unfed nymphs was yellow, and the gut of the fed nymphs contained red 
solution, while that of the unfed nymphs did not. A; 成 功 取 食 后 的 褐 飞 乱 若虫 虫 体 ( 箭 头 所 指 虫 体 背 部 呈现 红色 ) Body of a fed nymph (the arrow 
indicates that the back of the fed nymphs was red) ; B: 成 功 取 食 后 的 褐飞虱 中 上 肠 (箭头 所 指 肠 道内 部 有 红色 染料 ) Midgut of a fed nymph (the arrow 
indicates that red dye was contained in the midgut of the fed nymphs) ; C: 未 成 功 取 食 的 褐 飞 乱 虫 体 ( 箭 头 所 指 虫 体 背 部 仍 为 黄色 ) Body of an unfed 
nymph (the arrow indicates that the back of the unfed nymphs remained yellow) ; D: 未 成 功 取 食 的 神 飞 乱 中 肠 ( 箭 头 所 指 肠 道内 没有 红色 染料 ) 
Midgut of an unfed nymph ( the arrow indicates that red dye was not contained in the midgut of the unfed nymphs ) . 
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图 2 膜 饲 喂 法 饲 喂 含 苋菜 红 染 料及 其 糖 的 
PBS 后 褐飞虱 若虫 的 取 食 率 


Fig. 2 Feeding rate of Nilaparvata lugens nymphs after 


feeding PBS buffer containing amaranth and sucrose 


P, 有 9 个 噬菌体 带 有 相同 的 短 肽 序列 
CLMSSQAAC, , 将 其 命名 为 P2S。 该 短 肽 序列 在 后 续 
重复 实验 中 也 多 次 出 现 。 为 了 对 哈 菌 体 短 肽 文库 的 
多 样 性 进行 确定 ,从 原始 肽 库 、 第 一 轮 淘 洗 扩 增 后 
的 肽 库 、 第 二 轮 淘 洗 扩 增 后 的 肽 库 中 分 别 随 机 挑 取 
10 个 只 戎 斑 进 行 测序 。 原 始 肽 库 中 P2S 并 未 出 现 ， 
H 10 个 鸣 亩 体 都 展示 了 不 同 的 短 肽 序列 ; 第 一 轮 
淘 洗 扩 增 后 的 肽 库 中 P2S 也 未 出 现 , 第 二 轮 淘 洗 扩 
增 后 的 肽 库 中 P2S 出 现 3 次 。 同 时 ,从 第 一 轮 淘 洗 
中 清洗 挥 的 未 结合 哈 菌 体 中 挑选 1 株 , 经 测序 获得 
短 肽 序列 CIQPNLNHC,， 作 为 不 能 与 宰 飞 者 中 肠 内 
膜 结合 的 阴性 对 照 , 命名 为 UNBP。 
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2.3 p2s/unbp-egfp 融合 基因 表达 载体 的 构建 

通过 PCR 方法 将 短 肽 P2S 的 核 车 酸 序列 与 
egfp 基因 相连 ,构建 了 p2s-egjp 融合 基因 。 同 时 ， 
将 短 肽 UNBP 核 苷 酸 序列 与 egjp 基因 相连 , 构建 
unbp-egfp 融合 基因 。PCR 扩 增 产物 在 1% 琼脂 糖 凝 
胶 电 泳 中 检测 ,分别 获得 1 条 753 bp 的 阳性 条 带 
(图 3)。 将 p2s-egfp 及 unbp-egfp 融合 基因 分 别 用 
EcoR [ 5j Xho |. 末端 酶 切 处 理 后 与 同样 被 EcoR I 
与 Xho 工 线性 化 处 理 的 pET32a 表达 载体 相连 构建 
p2s-egfp-32a 及 unbp-egfp-32a 质粒 ， 而 后 转化 入 大 
肠 杆菌 BL21(DE3 ) 细胞 中 ,筛选 阳性 殉 隆 。 阳 性 
克隆 质粒 用 EcoR I 5 Xho 工 进行 双 酶 切 验 证 ， 经 
196 琢 脂 糖 效 腕 电泳 检测 后 , 分 别 获 得 1 条 5 900 bp 
的 条 市 (PET32a) 及 1 4& 753 bp 的 条 带 (p2s/unbp- 
egfp) (图 4)。 结 果 表 明 p2s-egfp-32a 及 unbp-egfp- 
32a 质粒 已 成 功 构 建 。 
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K|3 p2s/unbp-egfp 的 克隆 
Fig. 3 Amplification of p2s/unbp-egfp 
1: DNA 分 子 量 标准 物 DNA marker; 2: p2s-egfp; 3: unbp-egfp. 
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图 4 双 酶 切 验证 p2s/unbp-egfp-32a 质粒 的 构建 
Fig. 4 Double enzyme digestion of p2s/unbp-egfp-32a plasmid 
1, 4: DNA 分 子 量 标准 物 DNA. molecular weight marker; 2: EcoR I 与 
Xho 工 双 酶 切 p2s-egfp-32a 质粒 p2s-egfp-32a plasmid digested by EcoR 
I and Xho | ; 3: EcoR I 5 Xho I XX UJ unbp-egfp-32a 质粒 unbp- 
egfp-32a plasmid digested by EcoR Į and Xho | . 
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2.4 P2S/UNBP-EGFP 融合 各 和 白 的 表达 及 纯化 

p2s-egfp-32a 及 unbp-egfp-32a 质粒 转化 人 大 肠 
杆菌 BL21 ( DE3) 后 ， 分 别 通过 IPTG 诱导 P2S- 
EGFP 及 UNBP-EGFP 融合 蛋 日 的 表达 。 诱 导 后 的 
细胞 经 超声 波 破 雁 并 利用 Ni Sepharose 6 Fast Flow 
(GE Healthcare) 填料 对 蛋白 进行 批量 纯化 ,获得 
纯化 的 P2S-EGFP 及 UNBP-EGFP 融合 蛋白 。 由 于 
采用 pET32a 作为 表达 载体 ,因此 融合 蛋白 的 N 端 
均 含 有 表达 的 TRX 及 His 标签 。 纯 化 后 的 融合 和 蛋 
日 利用 SDS-PAGE 电泳 检测 后 获得 1 条 约 46 kDa 
的 条 带 ( 图 5) 。 





图 5 P2S/UNBP-EGFP 融合 重 白 的 表达 及 纯化 
Fig. 5 Expression and purification of P2S/UNBP-EGFP 
fusion protein 
1: 纯化 后 的 P2S-EGFP (Purified P2S-EGFP); 2. 未 纯化 的 P2S- 
EGFP (Unpurified P2S-EGFP) ; 3: 纯化 后 的 UNBP-EGFP ( Purified 
UNBP-EGFP) ; 4; 未 纯化 的 UNBP-EGFP ( Unpurified UNBP-EGFP) ; 
5: 重 白 分 子 量 标准 物 (Protein molecular weight marker). 


2.5 短 肽 与 中 肠 内 膜 的 结合 活性 验证 

将 P2S-EGFP, UNBP-EGFP Bi 4E H2 SET 
A 25% 蔗糖 的 PBS(w/v) 中 , 通过 膜 饲 喂 法 喂食 祝 
飞 虱 3 ~4 RAEE, ARAE, 置 于 灾 光 显微镜 
下 观察 。 取 食 了 结合 短 肽 P2S-EGFP 融合 蛋白 的 大 
虫 肠 道 中 能 够 看 到 明显 的 绿色 菊 光 (图 6: A, B), 
而 取 食 了 不 能 结合 短 肽 UNBP-EGFP 融合 生日 的 符 
忠 肠 道中 却 没 有 明显 的 绿色 灾 光 反应 (图 6: C, 
D) 。 同 时 作为 阴性 对 照 的 直接 饲 喂 含 25% BEES 
PBS 缓冲 液 的 大 虫 肠 道中 同样 没有 明显 的 绿色 灾 光 
反应 (图 6: E, 了) 。 该 结果 证 明 短 肽 P2S E t8 
RUP A ALI AE BU REI o 
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图 6 荧光 显微镜 验证 P2S-EGFP 在 褐 飞 乱 若虫 中 肠 内 的 结合 
Fig. 6 Confirmation of binding activity of P2S-EGFP to midgut inner membrane in 


Nilaparvata lugens nymphs under fluorescence microscope 

A; 取 食 P2S-EGFP MA EAHA Cer d rp Teo c id siugarp i 3 Ak (6 7 JG Green fluorescence from the midgut of nymphs feeding P2S-EGFP 
under fluorescence microscope; B; WA P2S-EGFP WA A EAS KRAE HR E136 P XT 88 White light control of the midgut of nymphs feeding P2S- 
EGFP; C; 取 食 UNBP-EGFP MA EAIA Coe HH] HE ve JG b luas P Ki SH] EREK No obvious green fluorescence from the midgut of 
nymphs feeding UNBP-EGFP under fluorescence microscope; D: WA UNBP-EGFP WAEA HIA KAAR FAEH FXE White light control of 
the midgut of nymphs feeding UNBP-EGFP; E: WE RE 25% je Bs PBS 缓冲 液 的 褐 飞 乱 知 虫 中 肠 在 荧光 显微镜 下 未 呈现 明显 绿色 获 光 No 
obvious green fluorescence from the midgut of nymphs feeding PBS buffer containing 2596 sucrose only under fluorescence microscope; F: 取 食 只 含 25% 
REBEHJ PBS RIMA Cuz dir] EEG PX] 88 White light control of the midgut of nymphs feeding PBS buffer containing 25% sucrose only. 
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H TI KARARIR D 8 BUR ELTE 81] 7] 82 
58, 因此 针对 神 飞 起 昆虫 的 生 测 难 度 较 大 ,当前 研 
究 多 直接 采用 水 稳 饲 喂 , 否则 取 食 率 无 法 得 到 保 
证 。 本 人 研究 采用 改 展 膜 饲 喂 法 , DAY —PRMERS D 
法 的 取 食 面 积 及 褐 飞 恒 的 活动 空间 , 使 得 褐飞虱 厂 
REMIR 16 h 后 取 食 率 稳定 在 90% 以 上 。 此 外 ， 
采用 该 方法 饲 喂 宰 飞 乱 还 能 够 较 好 地 模拟 神 飞 乱 利 
用 刺 吸 式 口 大 刺 吸取 食 的 条 件 ， 从 而 获得 更 可 信 的 
实验 结果 。 该 结论 不 仅 为 后 续 采 用 噬菌体 短 肽 文库 
展示 技术 筛选 与 宰 飞 乱 中 肠 内 膜 结 合 短 肽 实验 提供 
依据 , 也 为 针对 褐飞虱 所 进行 的 可 溶 试 剂 生物 活性 
测定 葛 定 基础 。 

通过 将 鸣 菌 体 短 肽 文库 成 功 饲 喂 给 宰 飞 乔 乔 
AR, 从 而 筛选 出 一 条 具有 与 宰 飞 起 肠 道 内 膜 结合 活 


性 的 短 肽 P2S 和 一 条 不 具有 结合 活性 的 短 肽 
UNBP。 将 egfp 基因 与 PPS、UNBP 的 核 苷 酸 序 列 分 
别 连 接 后 进行 融合 表达 ,以 EGFP 作为 荧光 标记 ， 
在 效 光 显微镜 下 观察 取 食 了 P2S-EGFP 和 蛋白 或 
UNBP-EGFP 和 蛋白 的 褐飞虱 奇 忠 肠 道 , 前 者 能 借助 
EGFP 产生 奖 光 作用 , 证 明了 短 肽 P2S 能 够 与 褐 飞 
乱 肠 道内 膜 结合 。 后 者 无 效 光 作用 , 说 明 UNBP 未 
显示 出 结合 活性 。 由 于 褐 飞 乱 是 重要 的 水 稳 病 毒 传 
播 媒介 昆虫 , 其 中 肠 中 存在 包括 RGSV 和 RRSV 等 
多 种 水 称病 毒 受 体 。 由 于 筛选 获得 的 P2S 518 K 
乔 中 肠 内 膜 具 有 较 好 的 结合 能 力 ,， 后 续 研 究 可 以 此 
为 基础 ,尝试 利用 含 短 肽 P2S 的 大 分 子 蛋白 饲 喂 褐 
KA, UETA KAH PREH RGSV 和 RRSV 
等 水 称病 毒 受 体 ,尝试 阻止 神 飞 乱 成 为 这 些 病 毒 的 
媒介 昆虫 。 

另 一 方面 ,由 于 膜 和 穿孔 毒 素 Cry, Cyt 及 VIPs 
与 靶 标 昆虫 中 肠 受 体 ( 主要 为 Cadherin, APN, ALP 
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及 部 分 酶 脂 类 重 日 ) 的 结合 在 其 毒性 机 理 中 的 重要 
作用 。 而 当前 研究 发 现 虽 然 半 志 目 昆虫 中 肠 内 同样 
存在 APN 与 ALP 等 受 体重 白 , 但 这 些 受 体 和 蛋 日 的 
同 源 性 与 鳞 翅 目 、 鞘 翅 目 昆虫 的 受 体 蛋白 存在 差 
距 。 因 此 , Cry SERIAS KES W FNA 
受 体 正确 结合 。 由 于 本 研究 筛选 出 的 短 肽 P2S 能 
够 与 褐飞虱 中 肠 内 膜 广泛 结合 ,因此 该 短 肽 很 可 能 
与 单个 或 多 个 膜 穿孔 毒素 受 体 具有 结合 作用 。 又 因 
为 P2S 序列 由 9 个 氨基 酸 组 成 ,N m C 端 都 有 一 
PEKAR, 使 其 具有 较 好 的 独立 成 环 性 ,其 结构 
与 Cry 毒素 中 决定 受 体 识别 的 3 个 环 区 类 似 。 
此 , 短 肽 P2S 的 获得 , 为 定 加 改造 膜 穿孔 毒素 Cry, 
Cyt 及 VIPs, 人 研制 防治 褐 飞 避 的 新 型 毒 系 提供 了 可 
行 性 。 
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